Introduction
T�� ��������� �� ���� ����m��� ���� �������m� �OSCC� �� ���������g g�������y, ��� ����t 300,000 p�t���t� ��� �������y ��t�m�t�� t� ��v���p ���� ������ w����w��� �1-3�. OSCC �� t�� m��t ��mm�� m���g���t ���p���m �� t�� ���� ��v�ty ��� ��p�����t� ����t 90% �� ��� ���� m���g������� �4�. T���g� t�� �t������ t���tm��t ��� OSCC �� t���g�t t� �� ���g���� �p���-t���, w� ��t�� �����t ���m�t����py ��� p�t���t� w�t� ��v����� or recurrent OSCC. Among anticancer drugs, 5-florouracil ��-FU� �� � ����� ���g ��� ������� �� t�� ��g��t�v� ��g��� ��������g OSCC, ��� �t ��� w��� �������� �pp����t���. A�t�� �����v��y �� �-FU �y H��������g�� �� 19�7, �-FU ��� ���� �� ��� ��� �v�� �0 y���� ���. H�w�v��, �����t���� t� �-FU �� � m�j�� p�����m ��� ���������� ������ t���tm��t, ��� t�� m����-���m �� �-FU-�����t���� �� ������� �� �t��� ��t �����.
Ep�t������-t�-m������ym�� t�����t��� �EMT� ������ p������� m��p����g���� ��� p����typ�� ����g�� t� � ���� �6�. EMT �� � p������ t��t ������� �p�t������ ����� t� ���� t���� �p�t������ ������t����t��� ��� ������� m������ym�� ���� ����-acteristics. Briefly, epithelial cell becomes spindle-shaped, lose t���� ������t����t�� p�����z�t���, ��t����t��g w�t� ���� �t��� ���y t����g� ����� p���t� �� m������ym�� ����� �7� ��� ��v��-�pm��t �� p�����p���� �� �����v��. M����v��, �p�t������ ���� p����typ� m��k��� ���� �� E-�������� �� ��w���g���t��, ��� m������ym�� m��k��� ��������g v�m��t��, S����, N-�������� ��� Tw��t ��� �p��g���t�� �����g EMT �8�. It ��� ���� ��p��t�� t��t EMT �� �mp��t��t �� t�m�� p��g�������, m�t��t���� ��� ���m������t���� �9,10�. I� ����t���, �t ��� ���� ��m���t��t�� t��t t�� �������t��� �� EMT �� ����t�� t� ������ �t�m ����� �CSC� w���� ���t����t�� t� t�� ���m������t���� �� w��� �� t�m�� p��g������� ��� m�t��t���� �11,12�.
I� t�� p�����t �t��y, w� ��t�������� tw� �-FU-�����t��t OSCC ���� ����� �HSC2/FU ��� HSC4/FU� ��� ��v��t�g�t�� t�� m�������m� �� �-FU �����t���� �� �������t��� w�t� EMT ������t����t���. Briefly, the cells on the micro-cover glass were incubated in 20 µg/m� p��t������ K ��� 1� m��. E���g����� p���x����� �� ����� �� t�� m����-��v�� g���� w�� ����k�� �y ������t��g �� � 3% �y���g�� p���x��� ����t��� ��� � m�� ��t�� ����� w��� ������ �� ���t����� w�t��. A�t�� ����g w����� w�t� PBS �0.0� M p���-p��t� ������ ���t�����g 0.14� M �����m ��������, pH 7.4�, t�� ����� w��� ������t�� w�t� ���������t��� ������ ��� t��� T�T enzyme in a humidified chamber at 37˚C for 60 min. They w��� ���������t�y p�t ��t� p��-w��m�� w��k��g �t���gt� �t�p w��� ������ ��� 10 m��. A�t�� ����g ������ �� PBS, t�� ����� w��� ������t�� w�t� ��t���g�x�g����-p���x����� ���j�g�t� ��� 30 m��. P���x����� ��t�v�ty �� ���� ���� w�� ��m���t��t�� �y t�� �pp����t��� �� ���m������z�����. H�m�t�xy��� w�� ���� �� � ����t���t���. At ����t 1,000 ����� w��� ����t�� under a microscope in several random fields of each micro��v�� g����. T�� ��m��� �� �p�pt�t�� ���� w�� �������t�� t�� ��m��� �� TUNEL p���t�v� ����� ��v���� �y t�� t�t�� ��m��� �� ����t�� ����� ��� t�� �����t w�� �xp������ �� � p�����t�g�.
Materials and methods

Cell
I� t�� ��m� m����� �� ���v�, TUNEL ����y w�� p�����m�� in 4-µm-thick paraffin sections of tumor using a DeadEnd C�����m�t��� TUNEL Sy�t�m ��������g t� t�� m������t����'� ���t���t���� �P��m�g��.
Western blot analysis. C���� w��� �y��� w�t� RIPA B����� �T���m� �����t����, R��k����, IL, USA�. W���� ���� �y��t�� w��� ���j��t�� t� ����t��p������� �� 10% SDS-p��y���y��m��� g���, ��� t��� t���������� t� � PVDF m�m�����. T�� m�m������ w��� ������t�� w�t� ��t�-E-�������� �����t p��y������ ��t����y �S��t� C��z B��t�������gy, S��t� C��z, CA, USA�, ��t�-N-�������� �����t m��������� ��t����y �Ep�t�m���, B�����g�m�, CA, USA�, ��t�-Tw��t m���� m��������� ��t����y �Ep�t�m����. T�� ��t����y w�� ��t��t�� ����g � ����m�g���� �mm�����-t��t��� �y�t�m, W��t���B���z� �I�v�t��g��� ��������g t� t�� m������t����'� ���t���t����. A���, ��t�-α-t������ m��������� ��t����y �S��t� C��z B��t�������gy� w�� ���� ��� ���m��-�z�t��� �� w��t��� ���t ����y���.
Nude mice. F�m��� �t�ym�� ���� m��� w�t� CA�N. Cg-F�x����/C��C��j g���t�� ���kg����� �CLEA J�p��, I��., T�ky�, J�p��� w��� p�������� �t 4 w��k� �� �g� ��� k�pt ����� �t����� �����t���� �� � p�t��g��-���� ��v����m��t. T�� m��� w��� p��v���� w�t� �t����� w�t�� ��� ���� ad libitum ��� ��� m���p���t���� w��� ������� ��t ���pt�����y ������ a laminar flow hood. The mice were maintained and were ������� �� ���������� w�t� t�� G��������� ��� A��m�� Exp���m��t�t��� �� Y�m�g���� U��v����ty.
In vivo tumor growth assay. T�� �����t �� �-FU t���tm��t w�� �������� �y �������t��� �� ����� ��t� �-w��k-��� ��m��� �t�ym�� ���� m���. C���� �1x10 6 � w��� ���p����� �� 0.1 m� �� ����m-���� m����m ��� ��j��t�� ��t� t�� �����t������ t����� �� m��� ��v���g� w��g�t 1�.0 g� ����g � 27-g��g� ������. T�m��� �t t�� �������t��� ��t� w��� m���t���� ��� m�������. W��� t�� t�m��� ������� 100-1�0 mm 3 �� v���m�, t��y w��� ��v���� ��t� 4 g���p�, ��� t���t�� w�t� �-FU ��� 3 w��k�. Briefly, 5-FU (15 mg/kg) was injected into the peritoneal ��v�ty ��� 3 w��k� �7 t�m��/w��k�. A���, m��� �� ���t��� g���p w��� �����v�� ������ �100 µ�� �y p���t�m���� ��j��t���. T�� t�m��� w��� m������� �v��y tw� ��y� ��� t�� t�m�� volumes were calculated. At 21 days, mice were sacrificed �y ���v���� �������t��� ��� t�� t�m��� w��� ������t�� ��t, fixed in neutral-buffered formalin and embedded in paraffin ��� ���t��� �t��y.
Statistical analysis. A�� �t�t��t���� ��g��������� w�� ��t �t P<0.0�. St�t��t���� ����y��� w��� p�����m�� ����g St�tV��w ���tw��� �v������ �.0J, SAS I��t�t�t� I��., C��y, NC, USA�.
Results
Cell growth. B�t� HSC2 ��� HSC4 ����� w��� t���t�� w�t� ���������g ������t��t���� �� �-FU �p t� 10 µg/m� t� ��t��� �-FU-�����t��t �����. In vitro ���� g��wt� ������t��� ����y w�� p�����m�� �����������y t� ��t��m��� t�� �����t���� ��t��� �� t�� ����� ��� HSC2/FU ��� HSC4/FU w��� ��t�������� almost one year later. There were no significant differences �� �������� p��������t��� ��tw��� HSC2 ��� HSC2/FU, ��� ��tw��� HSC4 ��� HSC4/FU �F�g. 1�. 
Effects of 5-FU
Cell morphology of 5-FU-resistant OSCC cell lines.
T�� �-FU-�����t��t �����, HSC2/FU ��� HSC4/FU, w��� m��p��-��g�����y ���t���t ���m t���� p����t�� ���� ����� �F�g. 4�. T�� �����t��t ����� ��� ���t t�� ������t����t��� �� ����-���� ��������, ��v���p�� �p�����-���p�� m��p����gy ��� ���w�� p�����-p����; w���� ��� typ���� p����typ�� �� EMT.
Expression of E-cadherin, N-cadherin and Twist in parental and 5-FU-resistant OSCC cells in vitro.
U���k� �p�t������ ����� t��t �xp���� ��g� ��v��� �� E-��������, m������ym�� ����� �xp���� N-��������. O�� w��t��� ���t ����y��� ���w�� ��������� E-�������� ��� ��������� N-�������� ��� Tw��t �� t�� HSC2/FU ��� HSC4/FU ����� in vitro ��mp���� t� t�� p����t�� ���� ����� �F�g. ��.
Effects of 5-FU on the growth and apoptosis of parental and 5-FU-resistant OSCC tumors in vivo.
T�m�� x���g���t �t����� ��m���t��t�� t��t HSC2/FU ��� HSC4/FU t�m��� ��� �����t��t t� �-FU w��� ��mp���� t� HSC2 ��� HSC4 tumors (Fig. 6) . Briefly, tumor volume of HSC2 and HSC4 was significantly decreased by 5-FU administration though HSC2/FU ��� HSC4/FU t�m��� w��� ��t �����t�� �y �-FU ��j��t���. M����v��, TUNEL ����y ���w�� � ��g�������t ��������� ��m��� �� �p�pt�t�� ����� �� �-FU-�����t��t t�m��� ��t�� t���tm��t w�t� �-FU �F�g. 7�. ��t��� m�������m �� t�� �������� ���p���� t� �-FU ���m�-t����py �� �t��� ������� �� ������ ����� g��� �����t���� t� �-FU �v��t�m�, w���� �� � ������� p�����m ��� �-FU ����� ���m�-t����py. A�t���g� ��v���� m�������m� �� �-FU �����t���� have been investigated (20) (21) (22) , its definitive mechanism in OSCC �� �t��� �������. I� ����� t� ������t��� �-FU �����t���� �� OSCC, w� m��t ��t������ �-FU-�����t��t ������ ���� ����� ��� ��mp��� t��m w�t� t�� p����t�� ������ �����. S�v���� �-FU-�����t��t ������ ����� ��v� ���� ��t�������� �23-26�, ��w�v��, t�� ���y OSCC ���� ���� t��t ��� ���� ��p��t�� t� �� �����t��t t� �-FU �� SAS �27�. I� t�� p�����t ��p��t, w� �������� t�� ��t������m��t �� tw� ��w �-FU-�����t��t OSCC ���� �����, HSC2/FU ��� HSC4/FU t��t ���w ��������t EMT ������t����t��� t��� t�� p����t�� ���� �����.
Expression of E-cadherin, N-cadherin and Twist in parental and 5-FU-resistant OSCC tumors in vivo.
There was no significant difference in cellular proliferation ��tw��� HSC2 ��� HSC2/FU; ��w�v��, HSC2/FU t�m��� g��w ���t�� t��� HSC2 t�m���. I� t�� ��m� m�����, t�� ���� p��������t��� �p��� �� HSC4 w�� ����� t� HSC4/FU, t���g� t�� g��wt� �� HSC4/FU t�m�� w�� ���t�� t��� HSC4 t�m�� �F�g�. 1 ��� 6�. O�� ����/t�m�� g��wt� ������t��� ����y ��� TUNEL ����y �����t� ������y ���w�� t�� �����t��t ��t��� �� HSC2/FU ��� HSC4/FU �����. T��� �����t���� t� �-FU m�y ��v��v� m��y ���t��� ��� � ��m��� �� ��g�����g p�t�w�y�, ��t �� t��� �t��y w� ���y �mp����z� t�� EMT ������t����t��� �� t�� �����t��t ���� �����.
L��� �� E-�������� �� ���������� t� �� �����t��� ��� EMT. T���� ��� m��y t�������pt��� ���t��� t��t ��� ������t E-�������� ��t�v�ty �����t�y ��.�. m��p����gy. ��t w�� ������� w��t��� SAS/FR2 ���w�� EMT ����g���. O�� �-FU-�����t��t OSCC ���� ���� �������t�� w�t� EMT m�y ���w ��g� ��g��� �� �����t���� t� �����t��� �� w��� �� ���m�t����py. HSC2/FU ��m���t��t�� �t���g�� �����t���� t� �����t��� �� w��� �� ���p��t�� t��� HSC2 ���t� ��t ���w��. F��t��� ��v��t�g�t���� ��� ��������; ��w�v��, t�� �-FU-�����t��t OSCC ����� �HSC2/FU ��� HSC4/FU� m�g�t �� ������ in vitro ��� in vivo m����� ��� ������t�����g t�� �-FU-�����t��t m�������m� �� OSCC.
